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RESUMEN 
 
     La captación de colina destinada a la síntesis de acetilcolina, es mediada por el transportador de colina de 
alta afinidad (HAChT), estudios previos han mostrado múltiples mecanismos capaces de regular su actividad, 
sin embargo, poco se conoce acerca del acoplamiento de receptores presinápticos en estas rutas de 
señalización. Usando cultivos celulares de retina de embrión de pollo se encontró que el tratamiento con 
adenosina en presencia de un inhibidor de la adenosina desaminasa (EHNA) disminuye significativamente la 
actividad del transportador (43.76 ± 5.531%) obteniéndose una IC50= 35.09 ± 0.28 µM y t1/2= 10.19 ± 0.38 
minutos, efecto que fue potenciado mediante el uso concomitante de Ro201724 (60,50 ± 5.10%), siendo esto 
diferente al tratamiento solo con Ro201724 que produjo una reducción de 27.73 ± 6.50% en la actividad del 
transportador, de igual manera el tratamiento con forskolina logró inhibir la actividad del HAChT en 31.54 ± 
5.20% mostrando ser un efecto dependiente de los aumentos intracelulares de AMPc, por su parte la 
incorporación de H89 al medio de las placas tratadas con adenosina y EHNA logró revertir de manera parcial 
aunque significativo el efecto inhibitorio de la misma indicando que el efecto es mediado al menos en parte 
por la proteína kinasa A. Nuestros resultados muestran que la adenosina es capaz de ejercer regulación sobre 
la actividad del HAChT a través de la ruta de señalización AMPc-PKA, lo cual, propone nuevos mecanismos 
que permiten regular la actividad del transportador en neuronas de retina. 
 
 
REGULATION OF THE TRANSPORTER OF THE HIGH AFFINITY CHOLINE BY 
ADENOSIN IN NEURONS OF THE EMBRYO RETINA 
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ABSTRACT 
 
     The choline uptake for acetylcholine synthesis, it is mediated by high affinity choline transporter (HAChT), 
previous studies has shown multiple mechanisms able to regulate its activity, however, little is known about 
the coupling of presynaptic receptor in these pathways. Using chick embryo retina cell cultures it found that 
the treatment with adenosine in presence of a adenosine desaminase inhibitor (EHNA), significantly 
diminished the transporter activity (43.76 ± 5,531%) with a IC50= 35.09 ± 0.28 µM and t1/2= 10.19 ± 0.38 
minutes, effect enhanced by the concomitant use of Ro201724 (60,50 ± 5.10%), it to being different to the 
treatment with Ro201724 alone that reduced 27.73 ± 6.50% in the HAChT activity, in the same hand, the 
treatment with forskolin inhibit the HAChT activity in 31.54 ± 5.20% showing to be a intracellular cAMP 
increments dependent mechanism, nevertheless, the incorporation of H89 to the medium in the plates treated 
with adenosine and EHNA could reverted partially and significantly the inhibitory effect of adenosine 
showing the involvement of cAMP-PKA pathways. These results proposed new mechanisms that permit 
regulates the HAChT activity in retinal neurons. 
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INTRODUCCIÓN 
 
     En la neurona colinérgica la captación de colina 
para la síntesis ACh es llevada a cabo por el 
transportador de colina de alta afinidad (HAChT), 
un proceso dependiente de Na+ y Cl- y sensible a 
hemicolinio-3, siendo considerado la etapa limitante 
en la síntesis del neurotransmisor [1,2,3,4,5]. El HAChT 
ha sido clonado en diferentes especies y la 
caracterización molecular de la proteína humana 
reveló una secuencia de 580 aminoácidos con 
aproximadamente 63 KDa de peso molecular. Desde 
el punto de vista ultraestructural la proteína del 
HAChT se ha encontrado en diferentes pools de 
vesículas [6] que sufren reciclado entre la membrana 
plasmática y el compartimiento endosómico, 
mecanismo que parece ser el paradigma de la 
regulación de la actividad del HAChT. En otro 
orden de ideas, existe evidencia  que muestra que el 
proceso de reciclado del transportador es controlado 
estrechamente por la proteína kinasa C (PKC) y las 
fosfatasas 1 y 2A (PP1/2A) [7] lo que propone al 
HAChT como una fosfoproteína cuya fosforilación 
regula su expresión en la superficie celular y por ende 
su disponibilidad para la captación de colina. Por su 
parte, otra serie de estudios sugieren que el HAChT 
también es suceptible de regulación por PKA [8,9], 
datos que son concordantes con la existencia de 
secuencias consensuales para la fosforilación por 
PKC y PKA en la estructura del mismo [2,4,5], no 
obstante, poco se conoce acerca del acoplamiento de 
receptores presinápticos en estas cascadas de 
señalización. Estudios previos de nuestro laboratorio 
demuestran que la actividad del HAChT puede ser 
regulada mediante la estimulación con aminoácidos 
excitatorios con posible rol de PKC [10], de igual 
manera se ha evidenciado que la inhibición de la 
actividad del HAChT dependiente de AMPc no es 
mediado ni revertido por dopamina en neuronas de 
retina [9]. 
 
     La adenosina por su parte es un importante 
neuromodulador en el sistema nervioso central que 
participa en la regulación de la liberación de 
neurotransmisores, supervivencia y diferenciación 
celular, efectos mediados a través de sus receptores, 
los cuales pertenecen a la superfamilia de receptores 
acoplados a proteína G y han sido encontrados tanto 
en neuronas presinápticas como en postsinápticas 
[11,12,13]. Clásicamente, se describen cuatro tipos de 
receptores de adenosina; A1, A2a, A2b y A3 [9]. Los 
receptores A2a y A2b se encuentran acoplados a 
proteína Gs por lo que su activación es capaz de 
inducir aumentos en las concentraciones 
intracelulares de AMPc, por su parte los receptores 
A1 y A3 se encuentran acoplados a proteína Gi por 
lo que inhiben la acumulación de AMPc intracelular 
[14,15,16,17,18,19]. 
 
     Diferentes estudios han permitido evidenciar la 
expresión de estos receptores en retina de embrión 
de pollo, en tal sentido, se ha demostrado que el 
receptor A1 se expresa a partir del décimo día del 
período embrionario alcanzando niveles máximos 
hacia el día 17, a partir del cual desciende 
manteniéndose su expresión incluso después de la 
eclosión [20,21,22]. Los datos acerca de la expresión del 
receptor A2a es escasa [23] y no se conoce nada acerca 
de la expresión y el rol fisiológico de los receptores 
A2b y A3 en retina, no obstante, se sabe que la 
acumulación de AMPc mediada por adenosina en 
retina intacta se inicia en el décimo cuarto día del 
período embrionario alcanzando valores máximos 
hacia el décimo séptimo día, por otra parte, en 
cultivos dispersos se logra ver esta respuesta de la 
adenosina desde su primer día en cultivo (C1) 
alcanzando niveles máximos hacia el cuarto día (C4) 
[24]. 
 
     Según otras investigaciones, los receptores de 
adenosina se ubican en la capa plexiforme interna de 
la retina [20,25], siendo esta la localización típica 
descrita para las neuronas colinérgicas en retina de 
vertebrados [26,27], además, algunos estudios han 
permitido evidenciar el acoplamiento del receptor A1 
de adenosina con neuronas amácrinas colinérgicas 
[27,28,29] lo que propone a la adenosina y sus 
receptores como modulares importantes del terminal 
colinérgico. 
 
     El enfoque del presente estudio fue evaluar la 
implicación de la adenosina en la regulación del 
HAChT, encontrándose que esta es capaz de 
modificar su actividad de manera concentración y 
tiempo dependiente a través de la modificación de 
los niveles intracelulares de AMPc, estos hallazgos 
confirman la existencia de regulación heteróloga del 
terminal presináptico colinérgico y la presencia de 
nuevos mecanismos que pueden modular la actividad 
del HAChT en neuronas de retina. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
     Reactivos: Huevos fértiles de gallina raza Issa 
Brown fueron obtenidos a través de un proveedor 
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local, [3H]-Colina (75 Ci/mmol) de New England 
Nuclear, Boston, MA, USA. Minimal essential 
medium, adenosina clorhidrato, N-[2-(p-
bromocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolina 
sulfonamida (H89), 4-(3-butoxy-4-methoxybenzyl-2-
imidozolidinone (RO201724), sulfato de eserina de 
Sigma (St. Louis, MO, USA),  Albumina sérica 
bovina (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, 
USA), Trypsin (Gibco, Paisley UK), Hemicholinium-
3 (HC-3) (ICN, Aurora, USA), otros reactivos de 
grado analítico. 
 
     Cultivos celulares: Se disecaron retinas de 
embriones de pollo de 8 días (E8) (raza Isa Brown) 
bajo condiciones de esterilidad, siguiendo la 
metodología previamente descrita por Loureiro, et al 
[30], y posteriormente sometidas a digestión 
enzimática con tripsina (0.05% en  solución isotónica 
de Hanks libre de calcio y magnesio, 10 minutos, 
37°C), seguidamente el tejido se centrifugó a 500g 
por 60 segundos, el sobrenadante se descartó y las 
células fueron resuspendidas en MEM (10-15*106 
células por ml de medio). La disociación final se 
realizó mecánicamente pipeteando la suspensión diez 
veces. Las células se emplataron en cápsulas de Petri 
de 35 mm en medio de cultivo. Los cultivos celulares 
se mantuvieron en incubador a 37°C al 5% CO2 y 
saturado de vapor de agua. El primer cambio de 
medio se llevó a cabo 24 horas después de la 
realización del cultivo, sucesivamente se procedió a 
sustituirlo cada 48 horas hasta el momento de su 
empleo en los experimentos. 
 
     Tratamiento de los cultivos celulares y 
captación de [3H]-Colina: Las células fueron 
tratadas previo cambio de medio con MEM fresco 
sin suero fetal bovino suplementado con 50 μM de 
sulfato de eserina a 37°C, mediante la incorporación 
de  las drogas directamente al medio de cultivo 
durante diferentes tiempos y a diferentes 
concentraciones, el volumen final fue en todos los 
casos de 1 ml y la concentración final de colina en el 
medio fue de 7,16 μM. Independientemente del 
tratamiento dado a las células,  se procedió a añadir 
0.2 μCi de [3H]-Colina por 45 minutos en presencia y 
en ausencia de 50 μM de HC-3. Seguidamente se 
procedió a lavar las placas 3 veces con 2 ml de 
solución isotónica de Hanks libre de calcio y 
magnesio con 50 μM de eserina a pH y osmolaridad 
fisiológicos para eliminar cualquier excedente de 
radiactividad extracelular. Se cosecharon las células 
en agua pentadestilada induciendo su ruptura 
mediante shock osmótico y se sometieron a tres 
ciclos de congelamiento/descongelamiento. 
Finalmente el lisado celular fue centrifugado y la 
radioactividad en el sobrenadante se determinó 
mediante un contador de centelleo líquido. La 
captación específica de colina se calculó como el 
total de colina captada menos la colina captada en 
presencia de HC-3. Las proteínas en el pellet fueron 
determinadas usando el método de Lowry, et al. 
1951. 
 
     Análisis de datos: Los resultados están 
expresados como la media ± error estándar, y se 
presentan como porcentaje con respecto al control. 
Valores de al menos 3 experimentos independientes 
llevados a cabo por duplicado fueron analizados 
mediante ANOVA (utilizando la prueba t de 
Bonferroni como test post hoc). La significancia 
estadística se estableció con un valor de p<0.05. 
 
RESULTADOS 
 
     Con la finalidad de evaluar el efecto de la 
adenosina sobre la actividad del HAChT, los cultivos 
celulares fueron tratados con concentraciones 
crecientes de la misma (2, 5, 10, 20, 50, 100 y 150 
µM) en presencia de un inhibidor de la adenosina 
desaminasa EHNA (20 µM) durante 20 min, 
obteniéndose una inhibición estadísticamente 
significativa con respecto a las placas control (43.70 
± 5,53%; p<0.0001, IC50= 35,09 ± 0,28 µM) (Fig. 
1a), mientras que en ausencia de EHNA la adenosina 
no produjo inhibición alguna (p<0.05) (Fig. 1b), lo 
que demuestra que es, precisamente, la adenosina la 
responsable del efecto y no un efecto indirecto 
promovido por la misma a través de otras moléculas. 
Posteriormente, se procedió a estudiar el curso 
temporal de la inhibición de la actividad del HAChT 
mediada por adenosina para lo cual se realizaron 
experimentos utilizando 100 µM de adenosina en 
presencia de EHNA (20 µM) a diferentes tiempos (2, 
10, 20, 40, 60 y 120 minutos) obteniéndose una 
respuesta tiempo dependiente con t1/2= 10,19±0,38 
minutos (Fig. 2). 
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Figura 1a. 
 
 
 
 
 
Figura 1b. 
 
 
 
Figura 1: Efecto de la adenosina sobre la actividad 
del HAChT. (a) Los cultivos celulares con adenosina 
a diferentes concentraciones (2, 5, 10, 20, 50, 100 y 
150 µM) durante 20 minutos en presencia de EHNA 
20 µM. La captación de [3H]-colina disminuyo de 
manera dosis dependiente presentando una IC50= 
35,09 ± 0,28 µM. (b) los cultivos celulares fueron 
tratados con adenosina 100 µM en ausencia de 
EHNA no obteniéndose variación de la actividad del 
HAChT. La actividad del HAChT se calculó en 
pmol/mg/min y fue expresada en porcentaje ± error 
estándar con respecto al control, valores de 3 
experimentos independientes llevados a cabo por 
duplicado.
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Figura 2. 
 
 
Figura 2: Curso temporal de la inhibición de la 
adenosina sobre la actividad del HAChT. Los 
cultivos celulares fueron tratados con adenosina 100 
µM en presencia de EHNA 20 µM a diferentes 
tiempos (2, 10, 20, 60 y 120 minutos). La captación 
de [3H]-colina disminuyo de manera tiempo 
dependiente presentando una t1/2= 10,19±0,38 
minutos. La actividad del HAChT se calculó en 
pmol/mg/min y fue expresada en porcentaje ± error 
estándar con respecto al control, valores de 3 
experimentos independientes llevados a cabo por 
duplicado (**p<0.001). 
     Para determinar si la adenosina ejerce su efecto a 
través de incrementos intracelulares de AMPc, las 
células fueron tratadas con adenosina (100 µM) y 
EHNA (20 µM) en presencia de Ro201724 
(inhibidor no metilxantinico de fosfodiesterasa, 500 
µM) lo cual logró potenciar el efecto inhibidor de la 
misma, obteniendo una reducción significativa de 
60,50 ± 5.10% (p<0.0001), siendo diferente a las 
placas tratadas solamente con Ro201724 donde la 
reducción de la captación de colina fue de 27.73 ± 
6,50% (p<0.0001) (Fig. 3). 
 
Figura 3 
 
 
Figura 3: Efecto de la inhibición de la 
fosfodiesterasa sobre la inhibición del HAChT 
mediada por adenosina. Los cultivos celulares fueron 
tratados con adenosina 100 µM y EHNA 20 µM en 
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presencia y ausencia de Ro201724 500 µM 
obteniéndose una mayor disminución de la captación 
de [3H]-colina en las placas tratas en presencia de 
Ro201724, lo cual, fue diferente al solo uso del 
inhibidor de fosfodiesterasa. La actividad del 
HAChT se calculó en pmol/mg/min y fue expresada 
en porcentaje ± error estándar con respecto al 
control, valores de 5 experimentos independientes 
llevados a cabo por duplicado (*p<0.01, **p<0.001, 
***p<0.0001). 
 
     Posteriormente, se procedió a evaluar si la 
proteína kinasa A está involucrada en el efecto 
inhibitorio de la adenosina sobre la actividad del 
HAChT, por lo que las células fueron tratadas con 
100 µM de adenosina, EHNA 20 µM en presencia y 
ausencia de 500 µM de Ro201724, utilizando H89 
(20 µM) como inhibidor de PKA, el cual logró 
revertir de manera parcial el efecto inhibitorio de la 
adenosina en las placas tratadas en ausencia de 
Ro201724, no logrando revertir el efecto inhibidor 
de la adenosina en las placas a las que se les 
incorporo el inhibidor de fosfodiesterasa en el medio 
(Fig. 4). De igual manera, se procedió a estudiar el 
efecto del tratamiento con Forskolina (activador de 
adenilato ciclasa) 40 µM, obteniéndose una 
inhibición significativa de 31.54±5.20% (p<0.0005), 
efecto que pudo ser revertido totalmente en las 
placas a las cuales se incorporó H89 20 µM (Fig. 5).
 
 
Figura 4 
 
 
 
Figura 4: Efecto de la inhibición de PKA sobre la 
inhibición del HAChT mediada por adenosina. Los 
cultivos celulares fueron tratados con adenosina 100 
µM, EHNA 20 µM en presencia y ausencia de 
Ro201724 500 µM, incorporándose al medio un 
inhibidor de la PKA H89 20 µM, lo cual logró 
revertir el efecto inhibitorio de la adenosina de 
manera parcial aunque estadísticamente significativo 
solo en las placas tratas en ausencia de Ro201724. La 
actividad del HAChT se calculó en pmol/mg/min y 
fue expresada en porcentaje ± error estándar con 
respecto al control, valores de 5 experimentos 
independientes llevados a cabo por duplicado 
(**p<0.001, ***p<0.0001). 
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Figura 5 
 
 
Figura 5: Efecto de la inhibición de PKA sobre la 
inhibición del HAChT mediada por forskolina. Los 
cultivos celulares fueron tratados con Forskolina 40 
µM en presencia y ausencia de un inhibidor de la 
PKA H89 20 µM, obteniéndose una inhibición 
estadísticamente significativa de la captación de [3H]-
colina en las placas tratadas con forskolina, efecto 
que fue revertido mediante la incorporación de H89 
al medio. La actividad del HAChT se calculó en 
pmol/mg/min y fue expresada en porcentaje ± error 
estándar con respecto al control, valores de 5 
experimentos independientes llevados a cabo por 
duplicado (*p<0.01, **p<0.001). 
 
DISCUSION 
 
     El presente estudio demuestra por primera vez 
que la adenosina ejerce un efecto inhibitorio sobre la 
actividad del HAChT de manera tiempo y dosis 
dependiente, el tratamiento de los cultivos celulares 
con adenosina en presencia de un inhibidor de la 
adenosina desaminasa disminuye significativamente 
la actividad del transportador (43.76 ±  5,531%), 
obteniendo una IC50 de 35,09 ± 0,2861 µM y con 
una t1/2= 10,19 ± 0,3827 minutos, la posibilidad de 
que este efecto fuese debido a un efecto neurotóxico 
de la adenosina fue descartado ya que la captación de 
[3H]-colina fue llevada a cabo en cultivos que habían 
sido tratados con adenosina 10 horas previas 
obteniéndose valores de captación similares al 
control luego de haber sido cambiado el medio de 
cultivo (dato no mostrado), además, existen 
numerosos estudios que avalan el papel 
neuroprotector de la adenosina, así como también ha 
sido reportado el importante rol de la misma sobre la 
supervivencia celular en cultivos celulares de retina 
[18,31]. La adenosina es rápidamente convertida en 
inosina por acción de la enzima adenosina 
desaminasa, lo que hace que sea prácticamente 
imposible ver  efecto alguno de la adenosina sobre la 
actividad del HAChT en las placas tratadas en 
ausencia de EHNA. De esta manera se demuestra 
por primera vez un efecto regulador de la adenosina 
sobre la actividad del HAChT puesto que si se 
permite la rápida conversión de la adenosina a 
inosina por parte de la ADA (ausencia de EHNA) 
no se observa ningún tipo de cambio sobre la 
actividad del HAChT. 
 
     Por su parte el hecho que el uso simultaneo de 
Ro201724 potenciara el efecto de la adenosina indica 
que es un efecto dependiente de los incrementos 
intracelulares de AMPc, es importante señalar que 
este es un agente inhibidor no metilxantinico de 
fosfodiesterasa por lo que no ejerce efecto 
antagónico sobre los receptores purinérgicos, no 
pudiéndose atribuir su efecto a bloqueo de 
receptores de adenosina, inconveniente que surge 
con inhibidores menos selectivos de fosfodiesterasa 
como la Isobutil metil xantina, lo cual ya ha sido 
 
Boletín Médico de Postgrado. Vol. XXVIII Nº 3 – 4 Julio – Diciembre. Año 2012                         UCLA. Decanato de Ciencias de la Salud. Barquisimeto – Venezuela 
152 
 
reportado por nuestro laboratorio en publicaciones 
anteriores [9]. 
 
     Estudios previos han mostrado que los 
incrementos intracelulares de AMPc mediados por el 
tratamiento de cultivos celulares con forskolina son 
capaces de inducir reducciones en la actividad del 
HAChT en cultivos celulares densos de retina [10], en 
el presente estudio, el tratamiento de los cultivos 
celulares con Ro201724 perse logró reducir la 
actividad del transportador, por lo que estos datos 
tomados en conjunto sugieren que tanto la actividad 
tónica como la inducida de la adenilato ciclasa es 
capaz de regular la actividad del HAChT en este 
modelo biológico. 
 
     En otro orden de ideas, el hecho de que el 
inhibidor de PKA H89 fuese capaz de revertir al 
menos de manera parcial el efecto inhibidor de la 
adenosina, permiten evidenciar que parte de la 
regulación del HAChT mediada por adenosina 
involucra la fosforilación inducida por PKA, no 
obstante, la imposibilidad de revertir el efecto de 
manera completa como la incapacidad de revertir el 
efecto de la adenosina con el uso concomitante de 
Ro201724, permite pensar la existencia de otras vías 
AMPc asociadas capaces de regular la actividad del 
HAChT en estos cultivos celulares. 
 
     En conclusión, estos resultados representan la 
primera evidencia de una regulación del HAChT, que 
como ya se ha señalado es la etapa limitante de la 
síntesis de acetilcolina en el terminal colinérgico, por 
parte de la adenosina. Este efecto es inducido a 
través de la ruta de señalización AMPc-PKA 
evidenciando la necesidad de evaluar otros sistemas 
de neurotransmisores que potencialmente sean 
capaces de regular la actividad del HAChT 
proponiendo nuevos blancos farmacológicos para 
aquellas enfermedades que cursan con disfunción del 
terminal colinérgico. 
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